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Resumen 
El presente trabajo Fin de Máster se enmarca dentro del proyecto de investigación del 
Programa del Plan Nacional Retos ref. CTM2015 – 64810 – R, cuyo objetivo es el estudio 
de la co – digestión anaerobia de lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales 
(EDAR) junto con vinazas de vino en un proceso de digestión anaerobia en fase 
secuencial de temperatura o tecnología TPAD (Temperature – Phased Anaerobic 
Digestion) con separación de microorganismos. El proceso seleccionado permite que se 
desarrolle una fase acidogénica termofílica seguida de una metanogénica mesofílica para 
obtener hidrógeno (H2) en la primera etapa y metano (CH4) en la segunda, unificando, de 
este modo, todas las ventajas que presentan estos procesos de digestión anaerobia de 
forma individual. En este contexto, el presente trabajo Fin de Máster se ha enfocado al 
estudio de la primera etapa del proceso, es decir, a la co – digestión acidogénica 
termofílica de lodos y vinazas, para la producción de hidrógeno. 
Para ello, se han desarrollado diferentes tests de biodegradabilidad empleando como 
sustrato lodos y vinazas en diferentes proporciones. Esto nos va a permitir seleccionar la 
mezcla que mejor se adapte a nuestras necesidades. Para ello, se compara la 
biodegradabilidad de las diferentes mezclas a partir de la caracterización físico – química 
de las mismas al inicio y al final del ensayo anaerobio así como mediante la medición 
diaria del volumen y composición de biogás que se genera durante el proceso de 
biodegradación.  
Los mejores resultados se han obtenido para la mezcla que tenía una proporción del 100% 
de vinazas (mezcla EI) que fue la que más hidrógeno produjo debido a su mayor cantidad 
de materia orgánica soluble y de ácido acético y butírico al final del ensayo. Asimismo, 
la mezcla que produjo menos hidrógeno fue la que contenía una proporción del 100% de 
lodos (mezcla AI) por su mayor contenido en ácido propiónico al final del ensayo. El 
resto de mezclas empleadas presentaron una producción de hidrógeno con una tendencia 
similar a la mezcla EI pero sin llegar a superar los valores de esta última.  
Como conclusión se puede decir que los resultados del estudio ponen de manifiesto que 
un incremento de vinazas en la alimentación ofrece ventajas en cuanto a la generación de 
hidrógeno. De esta forma, la incorporación de este tipo de efluentes en las depuradoras 
de aguas residuales presenta ventajas para el balance energético del proceso, 
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incrementando de forma progresiva la cantidad de hidrógeno generado en la EDAR al 
aumentar la carga de vinazas.  
Abstract 
The present work End of Master is framed within the research project of the National 
Challenges Plan Program ref. CTM2015 - 64810 - R, whose objective is the study of the 
anaerobic co-digestion of sludge from wastewater treatment plants (WWTP) together 
with wine vinasse in a process of anaerobic digestion in sequential phase of temperature 
or TPAD (Temperature - Phased Anaerobic Digestion) technology with separation of 
microorganisms. The selected process allows the development of a thermophilic 
acidogenic phase followed by a mesophilic methanogenic phase to obtain hydrogen (H2) 
in the first stage and methane (CH4) in the second stage, in this way, unifying all the 
advantages of these anaerobic digestion processes individually. In this context, this End 
of Master work has focused on the study of the first stage of the process, that is to say, 
the thermophilic acidogenic co-digestion of sludge and vinasse, for the production of 
hydrogen. 
For this purpose, different biodegradability tests have been developed using sludge and 
vinasse in different proportions as substratum. This will allow us to select the mix that 
best suits our needs. For this purpose, the biodegradability of the different mixtures is 
compared from the physical – chemical characterization of the mixtures at the beginning 
and at the end of the anaerobic test as well as through the daily measurement of the 
volume and composition of biogas generated during the biodegradation process.  
The best results have been obtained for the mixture that had a proportion of 100% vinasse 
(EI mixture) which was the one that produced more hydrogen due to its greater amount 
of soluble organic matter and acetic and butyric acid at the end of the trial. Also, the 
mixture that produced less hydrogen was the one that contained a 100% sludge proportion 
(AI mixture) due to its higher propionic acid content at the end of the trial. The rest of the 
mixtures used showed a hydrogen production with a similar tendency to the EI mixture 
but without exceeding the values of the latter.  
As a conclusion, it can be said that the results of the study show that an increase in vinasse 
in the feed offers advantages in terms of hydrogen generation. In this way, the 
incorporation of this type of effluent in wastewater treatment plants presents advantages 
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for the energy balance of the process, progressively increasing the amount of hydrogen 
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1. Introducción 
La utilización masiva de los combustibles fósiles ha provocado un incremento de las 
concentraciones de gases de efecto invernadero en la atmósfera (Peixoto, Pantoja-Filho, 
Agnelli, Barboza, & Zaiat, 2012). Esta situación se agrava debido a las reservas limitadas 
de hidrocarburos existentes y su distribución desigual por países (González-Ugalde & 
Durán-Herrera, 2015). Para solucionar este problema es necesario desarrollar procesos 
alternativos que permitan generar energía limpia a partir de fuentes renovables (Peixoto 
et al., 2012). En este sentido, se piensa en el uso de hidrógeno (H2) como combustible 
alternativo y respetuoso con el medio ambiente. Sus ventajas son muchas ya que es una 
fuente de energía limpia, eficiente, renovable y no produce subproductos tóxicos (Mohan 
et al., 2007). Además, se trata de una opción atractiva ya que este gas se puede producir 
a partir de residuos orgánicos (Fernandes, Peixoto, Albrecht, Saavedra del Aguila, & 
Zaiat, 2010) como son los lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) 
y las vinazas. La co – digestión de lodos de EDAR con vertidos y residuos del sector 
agroalimentario es actualmente de gran interés como estrategia para aumentar la eficacia 
energética y económica de las EDARs. 
2. Antecedentes 
2.1.  Lodos de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) 
Los lodos, fangos de depuración o biosólidos son residuos semisólidos originados por los 
diferentes procesos de tratamiento químico, biológico y físico a los que someten las aguas 
residuales para su depuración (Pérez, 2016). Se trata de una mezcla de agua y sólidos 
independiente del agua residual debido a procesos naturales o artificiales (Ministerio para 
la transición ecológica, 2019). Según el Real Decreto 1310/1990, de 29 de octubre, por el 
que se regula la utilización de lodos de depuración en el sector agrario se denominan 
lodos de depuración a “lodos residuales salidos de todo tipo de estaciones depuradoras de 
aguas residuales de composición similar a las anteriormente citadas, así como los 
procedentes de fosas sépticas y de otras instalaciones de depuración similares utilizadas 
para el tratamiento de aguas residuales” (Orden de 30 de diciembre de 2016, por la que 
se aprueban las modificaciones del Plan Director Territorial de Residuos No Peligrosos 
de Andalucía (2010-2019), como consecuencia de la revisión intermedia de 2016). 
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2.1.1. Características 
Los lodos son unos residuos muy líquidos ya que contienen más de un 95% de agua 
(Ministerio para la transición ecológica, 2019). Además, son una fuente potencial de 
materia orgánica y energía (Gutiérrez, 2013). Sus características son cambiantes ya que 
dependen de la carga de contaminación del agua residual inicial y de las características 
técnicas de los tratamientos empleados en las aguas residuales (Ministerio para la 
transición ecológica, 2019). Estas características de pueden clasificar en:  
1. Características físicas: Estas características ofrecen información general sobre las 
capacidades para el procesamiento y manipulación del lodo (Gutiérrez, 2013). Son 
importantes para un adecuado dimensionamiento de los sistemas de espesamiento 
y para los equipos electromecánicos (González, 2015). 
2. Características químicas: Son importantes para establecer la presencia de 
nutrientes y tóxicos, las cuales son determinantes para el tipo de utilización 
industrial o agrícola de los lodos y para su disposición final en el medio (Gutiérrez, 
2013). 
3. Características biológicas: Aportan información de la actividad microbiana y 
materia orgánica contenida en los lodos. Los lodos de EDAR albergan varios tipos 
de microorganismos, fundamentalmente cuando se realizan los tratamientos 
biológicos y, además, pueden contener patógenos (Gutiérrez, 2013). 
Debido a las características físico – químicas de los procesos de depuración de aguas 
residuales, en la composición de los lodos se pueden encontrar los siguientes 
constituyentes: 
1. Materia orgánica: Su concentración es alta (> 50%), pero cambia según el 
tratamiento y acondicionamiento final del lodo. Se emplea para aumentar las 
propiedades físicas del suelo, el uso microbiológico del suelo y la capacidad de 
mineralización del mismo. Además, se puede usar para generar energía a través 
del proceso de digestión anaerobia (Gutiérrez, 2013). 
2. Metales: En los lodos se puede encontrar diferentes metales como zinc (Zn), 
cobre (Cu), níquel (Ni), cadmio (Cd), plomo (Pb), mercurio (Hg) y cromo (Cr). 
Su potencial de bioacumulación y su biomagnificación en la cadena alimenticia 
provocan preocupaciones medioambientales y sanitarias puesto que los metales 
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se encuentran a bajas concentraciones en las aguas residuales domésticas pero en 
las aguas residuales industriales presentan altas concentraciones (Morales, 2005). 
3. Nutrientes: Los lodos poseen importantes concentraciones de nitrógeno (N) y 
fósforo (P), (Morales, 2005). El nitrógeno se encuentra en forma orgánica y de 
amonio, y el fósforo en forma mineral (Gutiérrez, 2013). La peligrosidad de estos 
nutrientes se encuentra en su potencial de eutrofización para las aguas 
subterráneas y superficiales. Cerca del 80% de todo el nitrógeno de los lodos 
podrá ser utilizado por las plantas mientras que el fósforo se empleará en un 40 – 
80% (Morales, 2005). 
4. Contaminantes orgánicos: Se tratan de moléculas orgánicas complejas con poca 
solubilidad en agua y una alta capacidad de absorción como los plaguicidas, 
disolventes industriales, tensioactivos, hidrocarburos aromáticos, etc. Su 
peligrosidad se encuentra en sus efectos sobre el medio ambiente y la salud 
humana. Una característica particular de estos contaminantes es su diverso 
potencial de biodegradación puesto que muchas de estas moléculas poseen un 
potencial lento pero significativo (Morales, 2005). 
5. Patógenos: Proceden de los procesos de decantación primaria y secundaria ya que 
estos microorganismos se concentran en los lodos en esta fase. Los tipos de estos 
microorganismos que se encuentran presentes en los lodos y son peligrosos para 
la salud humana son las bacterias, virus y parásitos (Morales, 2005). Su contenido 
depende del nivel sanitario de la población y del tipo de industria de la zona 
(Gutiérrez, 2013). 
6. Compuestos de valor agrícola: Como el calcio (Ca), potasio (K), sulfuro, 
magnesio (Mg), sodio (Na) y oligoelementos. Generan un impacto positivo en el 
pH, estructura, permeabilidad del suelo y producción agrícola (Gutiérrez, 2013). 
2.1.2. Problemática de los lodos  
El principal problema de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) se 
encuentra en la producción excesiva de lodos (K. García, 2009). Diariamente se producen 
grandes volúmenes de lodos en las EDAR los cuales poseen una carga de 
microorganismos patógenos que suponen un riesgo para la salud humana y para el medio 
ambiente. Las aguas son sometidas a tratamientos más severos para eliminar sus 
contaminantes y, de esta forma, asegurar el cumplimiento de las normativas nacionales e 
internacionales. Por lo tanto, la concentración de los contaminantes en los lodos tiende a 
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aumentar lo que puede provocar problemas de contaminación. A esta situación hay que 
sumarle que la producción de lodos va a seguir incrementando debido al mayor número 
de plantas depuradoras (Amador-Díaz, Veliz-Lorenzo, & Bataller-Venta, 2015) y al 
crecimiento de la población (González, 2015). Por ello, es imprescindible buscar procesos 
que sean más eficientes en su tratamiento, disposición y reutilización (Amador-Díaz et 
al., 2015). La valorización de lodos mediante digestión anaerobia ha sido objeto de 
estudio del grupo de investigación de Tecnologías del Medio Ambiente de la Universidad 
de Cádiz (Riau et al. 2010 a, b, 2011; Montañés et al., 2013, 2014 a, b, 2016). 
2.2. Vinazas 
Las vinazas o concentrado vínico son el residuo de la destilación de los productos y 
subproductos procedentes de la industria agroalimentaria cuya concentración en azúcares 
posibilita una fermentación alcohólica de los mismos, con el fin de generar alcohol etílico 
de origen natural (Pérez, Romero, Sales, & Solera, 2009). En este proceso se generan 
entre 12 y 16 litros de vinazas por cada litro de alcohol destilado (González – Ugalde & 
Durán – Herrera, 2015). Normalmente, se define vinaza como los residuos 
agroindustriales de naturaleza líquida procedentes de la extracción de alcohol o azúcar 
(Báguena, 2012).  
Las características de estos vertidos dependen de la materia prima y del proceso de 
elaboración empleado aunque, de forma general, se caracterizan por su gran cantidad de 
materia orgánica disuelta y en suspensión, elevada carga orgánica, pH ácido y ausencia 
de tóxicos (Pérez et al., 2009). Presentan un color oscuro, olor fuerte y son más densos 
que el agua. Esencialmente, las vinazas contienen materia orgánica, nitrógeno, fósforo, 
potasio, calcio y magnesio lo que las transforman en un desecho con un gran potencial 
fertilizante para el uso agrario (Báguena, 2012). Tienen casi los mismos componentes que 
el vino exceptuando el alcohol. Los componentes orgánicos mayoritarios son: ácidos 
orgánicos, glúcidos, glicerol y polifenoles siendo los de mayor porcentaje el glicerol y el 
ácido láctico (M. B. García, 2009).  
2.2.1. Problemática de las vinazas 
El volumen generado de vinazas es significativamente alto en nuestro país (M. B. García, 
2009) puesto que España es el tercer productor a nivel mundial (12% de la producción 
mundial) y Andalucía, principalmente la ciudad de Jerez de la Frontera, sobresale por su 
tradición milenaria en el cultivo de la vid y en la fabricación de vinos. Esto genera 
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estacionalmente elevados volúmenes de vinazas como consecuencia del destilado de los 
vinos (Pérez et al., 2009). 
Las vinazas poseen un alto poder contaminante por sus siguientes características: 
1. Elevado contenido de materia orgánica con unos valores de demanda química de 
oxígeno (DQO) entre 20 a 200 gDQO/l (Pérez et al., 2009). 
2. Alta temperatura. 
3. pH ácido (M. B. García, 2009). 
Estas características pueden afectar negativamente al medio hídrico (Báguena, 2012), 
provocando una disminución de la luminosidad que llega a las aguas, la actividad 
fotosintética y del oxígeno disuelto, genera eutrofización y ayuda al aumento de 
poblaciones de insectos y vectores que pueden llegar a propagar enfermedades (Zúñiga 
& Gandini, 2012).  
Para evitar esta situación, las vinazas deben ser gestionadas adecuadamente. Para ello, se 
plantean diversas opciones de tratamiento, de uso y de reutilización con el fin de que el 
impacto generado sea reducido o eliminado (Zúñiga & Gandini, 2012). El tratamiento de 
las vinazas mediante digestión anaerobia se ha estudiado ampliamente en el grupo de 
investigación de Tecnologías del Medio Ambiente de la Universidad de Cádiz (Romero 
et al., 1990; Nebot et al., 1995; Pérez et al., 2005; Solera et al. 2001, 2002; Pérez et al., 
2009).  
2.3. Digestión anaerobia 
La digestión anaerobia es un proceso natural que se desarrolla a través de cuatro etapas 
bioquímicas consecutivas (hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis) en las 
cuales distintos grupos de microorganismos degradan los compuestos orgánicos 
complejos en productos más simples en ausencia de oxígeno. Al final del proceso se 
obtiene un digerido estabilizado y biogás con gran contenido en metano (Silva, Mahler, 
Oliveira & Bassin, 2018).  
El biogás se trata de un combustible constituido por metano (CH4) y dióxido de carbono 
(CO2). Su alto contenido en metano (50 – 70%) le aporta una alta capacidad calorífica, 
posibilitando su uso en calderas (producción baja) y en motores de cogeneración 
(producción elevada). Mediante su uso en motores de cogeneración se puede obtener 
electricidad y calor que pueden ser utilizados en diferentes usos. El digerido se encuentra 
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muy degradado o estabilizado por lo que puede ser empleado como fertilizante en la 
agricultura (Solera et al., 2014).  
Entre las ventajas de este proceso se puede destacar: posibilidad de aplicación a diversas 
fuentes orgánicas, disminución de la emisión de gases de efecto invernadero, eliminación 
de los ácidos grasos volátiles (AGV), disminución de los sólidos totales y volátiles y 
balance energético positivo. Asimismo, este proceso presenta las siguientes desventajas: 
proceso más lento que el aerobio, coste de instalación y operación elevado, mayor 
sensibilidad a compuestos tóxicos, tiempos de arranque largos, etc. (Pérez et al., 2009).  
La digestión anaerobia se trata de un proceso en el cual cada grupo de microorganismos, 
relacionado tróficamente, emplea como sustrato los productos originados por los 
microorganismos responsables de la etapa anterior (Fernández, 2008). Habitualmente, se 
ha tenido en cuenta que en este proceso intervienen dos grupos de microorganismos: 
bacterias acidogénicas o formadoras de ácido y Archaea metanogénicas o formadoras de 
metano (Zahedi, 2009).  
A continuación, se procede a explicar las diferentes etapas que forman el proceso de 
digestión anaerobia (Figura 1): 
1. Hidrólisis: Es la transformación de los bio – polímeros (proteínas, carbohidratos 
y grasas) en sus monómeros (aminoácidos, azúcares y ácidos grasos de cadena 
larga) mediante enzimas extracelulares generadas por bacterias hidrolíticas 
facultativas o estrictamente anaerobias (Gonçalves, 2013). En esta etapa se 
produce hidrógeno y es importante para aquellos residuos con alto contenido en 
sólidos como son los residuos sólidos urbanos (RSU), (Zahedi, 2009). Para este 
tipo de sólidos, esta fase es limitante puesto que junto con la materia orgánica más 
biodegradable, poseen un material muy refractario formado por celulosas, 
hemicelulosas (Fernández, 2008) y ligninas que restringe su biodegradabilidad. 
Igualmente, la velocidad de esta fase depende de la granulometría y trituración de 
los mismos (Palmowski & Müller, 2000). 
2. Acidogénesis: Los productos de la etapa anterior son trasladados al interior de la 
célula, donde se convierten en acetato, productos intermedios (ácidos grasos 
volátiles (propionato, butirato, etc.), alcoholes) e hidrógeno (H2) y dióxido de 
carbono (CO2), (Gonçalves, 2013). La población de microorganismos 
acidogénicos representa el 90% de la población bacteriana total en los digestores 
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anaerobios y se tratan de bacterias anaeróbicas o facultativas (K. García, 2009). 
Este tipo de bacterias generan ácidos grasos volátiles (AGV) cuando la presión de 
hidrógeno (H2) es elevada, y CO2 e H2 cuando la presión disminuye. Se puede 
destacar que en las etapas de hidrólisis y acidogénesis se generan grandes 
cantidades de hidrógeno (Zahedi, 2009) llegando a representar un 20 – 25% del 
volumen de biogás producido (Fernández, 2008). 
3. Acetogénesis: Se basa en la transformación de los productos de la acidogénesis 
en ácido acético, dióxido de carbono (CO2) e hidrógeno (H2) a través de las 
bacterias acetogénicas a través de dos rutas (Gonçalves, 2013). La primera ruta es 
la deshidrogenación acetogénica en la cual se produce acético a partir de los ácidos 
grasos de cadena larga (AGCL) y alcoholes a través de la actividad de bacterias 
facultativas de los géneros Syntrophomonas y Sintrophobacter cuando la 
concentración de H2 es baja. La segunda ruta es la hidrogenación acetogénica u 
homoacetogénesis. Esta ruta solo es aceptada por algunos autores que explican 
que las bacterias homoacetogénicas catalizan las mezclas de CO2 y H2 
sintentizando acético (Llamas, 2015).  
4. Metanogénesis: Se trata de la fase final del proceso en la cual la mayoría de la 
energía química comprendida en el sustrato es transformada en metano (CH4) por 
las Archaea metanogénicas. Este grupo necesita unas condiciones ambientales 
más estrictas para su desarrollo (Zahedi, 2009).  
Esta fase comprende dos tipos de reacciones: la primera en la cual el CO2 y el H2 
reaccionan para generar CH4 y agua (H2O) y es realizada por las Archaea 
hidrogenotróficas. La segunda reacción es realizada por dos géneros de Archaea 
acetoclásticas: Archaea Methanosarcina y Archaea Methanotrix la cuales 
transforman el ácido acético en CH4 y CO2 (Woese & Fox, 1977). 
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Figura 1: Etapas del proceso de digestión anaerobia 
Fuente: Esteban, 2014 
La digestión anaerobia mesofílica es la alternativa más habitual a nivel nacional para 
disminuir el volumen de los lodos de EDAR y producir energía en forma de metano 
debido a los menores requisitos energéticos y a la mayor estabilidad que proporciona al 
proceso (Gavala, Yenal, Skiadas, Westermann, & Ahring, 2003). Sin embargo, la opción 
termofílica se está estableciendo cada vez más debido a sus numerosas ventajas en 
relación a la reducción de sólidos, mayor tasa de crecimiento de microorganismos, 
generación de biogás e inactivación de patógenos (Song, Kwon, & Woo, 2004). 
2.3.1. Tipos de digestión anaerobia 
2.3.1.1. Digestión anaerobia en fase secuencial de temperatura (TPAD) 
El proceso de digestión anaerobia en fase secuencial de temperatura o tecnología TPAD 
(Temperature – Phased Anaerobic Digestion) permite unificar los procesos termófilos y 
mesófilos en uno mediante dos reactores en serie, agrupando las ventajas de ambos 
sistemas (Riau, de la Rubia, & Pérez, 2010b). Las principales ventajas de la digestión 
anaerobia en rango termofílico son las siguientes: 
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1. Alta velocidad de crecimiento que implica mayores velocidades específicas, 
reactores más pequeños y/o menores tiempos hidráulicos de retención. 
2. Mayores velocidades específicas de producción de biogás. 
3. Velocidad de actividad enzimática superior lo que proporciona una mayor 
estabilidad. 
4. Alto grado de eliminación de patógenos y de virus que se considera un factor 
primordial en relación a la posterior valorización agronómica del efluente. 
5. Menor cantidad de fango generado y con una mayor capacidad de secado. 
6. Disminución de la viscosidad de los líquidos fomentado el grado de mezcla y la 
sedimentabilidad de partículas.  
7. Beneficiar la hidrólisis de compuestos orgánicos complejos. 
8. Disminución de la formación de espumas.  
Por otro lado, las ventajas más relevantes del proceso en rango mesofílico son: 
1. Menor sensibilidad a los cambios ambientales lo que aporta una mayor estabilidad 
del proceso. 
2. Reducción de la concentración de la demanda química de oxígeno (DQO) lo que 
genera un efluente de mejor calidad en cuanto al contenido orgánico soluble y 
ácidos grasos volátiles (AGV). 
3. Disminución del efecto inhibidor del amonio (NH3). 
4. Menor tasa de hidrólisis de proteínas. 
5. Requerimientos energéticos más pequeños en relación a la temperatura del 
proceso lo que implica un coste económico (Fernández, 2010). 
De forma resumida, se puede decir que los beneficios de la tecnología TPAD son el 
aumento de la calidad del efluente, del rendimiento en metano, disminución de los sólidos 
volátiles, mayor desactivación de los patógenos y mayor estabilidad global. 
Consecuentemente, esta tecnología permite operar a mayores cargas orgánicas (Song, et 
al., 2004). 
2.3.1.2. Digestión anaerobia con separación de fases 
En las dos primeras etapas del proceso de digestión anaerobia (hidrólisis y acidogénesis) 
se produce una gran abundancia de hidrógeno (Zahedi, Sales, Romero, & Solera, 2013a). 
Por lo tanto, estas etapas deben ser potenciadas (Zahedi, Sales, Romero, & Solera, 2013b) 
cuando se quiere obtener un alto rendimiento de hidrógeno y, por lo tanto, un gas rico en 
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hidrógeno (Silva et al., 2018). Para conseguirlo hay que separar el hidrógeno generado 
para evitar su consumo o realizar una digestión anaerobia con separación de fases 
(Zahedi, et al., 2013b). Cuando el proceso se realiza en fases separadas (fase acidogénica 
y fase metanogénica), a través de dos reactores conectados en serie, se produce hidrógeno 
en el primer reactor y metano en el segundo. Para conseguir esta situación, se tienen que 
fijar las condiciones favorables de funcionamiento de las bacterias acidogénicas en el 
primer digestor, mientras que la actividad de los microorganismos consumidores de 
hidrógeno (Archaea metanogénicas y bacterias homoacetogénicas) debe evitarse (Silva 
et al., 2018). Al separar las fases, las bacterias acidogénicas producirán hidrógeno, 
dióxido de carbono y ácidos grasos volátiles mediante el sustrato. Este efluente pasa a la 
segunda fase para generar metano (CH4), dióxido de carbono y un digerido con baja 
concentración de materia orgánica que se puede emplear con fines agronómicos (Figura 
2), (Benemann, Cannizzaro, & Cooney, 2004). 
 
Figura 2: Digestión anaerobia con separación de fases 
Fuente: Llamas, 2015 
En general, el proceso con separación de fases disminuye la carga orgánica y mejora la 
eficiencia global de transformación de energía a través de la producción de dos gases con 
un gran poder de combustión (Silva et al., 2018). Hay que considerar que el gas hidrógeno 
es más eficaz que el metano porque posee una energía especifica (kWh/kg) mayor y 
acarrea una combustión más limpia (Benemann et al., 2004). 
2.3.1.3. Co – digestión anaerobia de residuos 
La co – digestión anaerobia de residuos consiste en el tratamiento de dos o más residuos 
de diferente naturaleza (Esteban, 2014). Este proceso se basa en la digestión de una 
mezcla de dos o más sustratos de manera que la generación de biogás se aumenta 
mediante su tratamiento conjunto. Este proceso presenta diferentes ventajas ecológicas, 
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tecnológicas y económicas que proporcionan un mejor tratamiento de los residuos 
orgánicos (Arhoun, 2017). Entre estas ventajas se destacan las siguientes: 
1. Posibilidad de compartir instalaciones de tratamiento. 
2. Unir las metodologías de gestión. 
3. Disminuir los costes de inversión y explotación.  
4. Suavizar las variaciones temporales de composición y producción de cada residuo 
individualmente (Flotats, Campos, Palatsi, & Bonmatí, 2001). 
5. Incremento del equilibrio de nutrientes y de la relación C/N. 
6. Reducción de los efectos inhibitorios por las sustancias tóxicas mediante la 
dilución (Arhoun, 2017).  
7. Mayor producción de metano (K. García, 2009). 
La ventaja primordial de la co – digestión anaerobia reside en emplear la sinergia de las 
mezclas y contrarrestar las carencias de los residuos individualmente (K. García, 2009). 
Para dicho proceso, las características del sustrato y su composición son factores 
importantes puesto que controlan el proceso. Los principales sustratos empleados son: 
estiércol de distinto origen (54%), lodos de depuración (22%), FORSU (Fracción 
Orgánica de Residuos Sólidos Urbanos) (11%) y otros (13%). De igual forma, los 
cosustratos más aplicados son: residuos industriales (41%), residuos agrícolas (23%), 
residuos municipales (20%) y otros (16%).  
Cuando se realiza este proceso, es fundamental seleccionar las mejores proporciones de 
mezcla con el objetivo de reducir o evitar posibles procesos de inhibición por 
acumulación de AGV o amoníaco, seleccionar el rango correcto de estos parámetros y 
optimizar la obtención de metano (Arhoun, 2017). 
En el marco concreto del presente Trabajo Fin de Máster, la co – digestión de lodos de 
depuradora y vinazas presenta las ventajas que se han comentado. Adicionalmente, este 
proceso ha presentado buenos resultados tanto en régimen termofílico (55°C) como 
mesofílico (35°C), (Flotats, et al., 2001). 
2.4. Ensayos de biodegradabilidad (BHP) 
Los ensayos de biodegradabilidad o BHP (Biochemical Hydrogen Potential) determinan 
la cantidad específica de hidrógeno que puede ser generado cuando cierto sustrato o 
desecho es biodegradado en condiciones de fermentación (Pecorini, Baldi, & Iannelli, 
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2019). Se tratan de ensayos identificados por la comunidad científica como herramientas 
eficaces, simples y de bajo coste para determinar el potencial, la posibilidad y la 
capacidad de los procesos fermentativos (Bacchi et al., 2017). 
El método BHP se basa en utilizar uno o varios sustratos (líquidos o sólidos) y añadir un 
inóculo activo bajo condiciones de operación específicas, para determinar la producción 
de hidrógeno a través de diferentes métodos (método manométrico, volumétrico o 
cromatografía de gases), (Vivanco, Yaya, & Chamy, 2014). 
2.4.1. Objetivos 
Los BHP proporcionan una medición rápida y se emplean especialmente a los sustratos 
sólidos y presentan los siguientes objetivos: 
1. Determinar si un residuo es capaz de ser degradado adecuadamente y, de esta 
forma, generar hidrógeno (Sánchez-Reyes et al., 2016). 
2. Establecer el potencial de producción de energía de un sustrato. 
3. Escoger los inóculos con el objetivo de saber su capacidad de adaptación o 
inhibición frente al sustrato.  
4. Valorar el efecto de la co – digestión de diferentes sustratos (Vivanco, Yaya, & 
Chamy, 2014). 
2.4.2. Factores influyentes 
Los resultados de los ensayos de biodegradabilidad se encuentran influenciados por las 
condiciones físicas, químicas y fisiológicas. La mayoría de ensayos de biodegradabilidad 
se suelen realizar en discontinuo por lo que estos resultados no se pueden extrapolar a la 
realidad ya que en dicha situación se opera en continuo y en condiciones anaerobias. 
Seguidamente, se detallan los parámetros principales que influyen en estos tipos de 
ensayos: 
1. Temperatura: La cinética del proceso de degradación anaerobia se ve influida por 
este parámetro (Gonçalves, 2013). Las bacterias pueden generar hidrógeno en 
diferentes rangos de temperatura como el rango mesofílico (25 - 30°C), 
termofílico (40 - 65°C) e hipertermofílico (>80°C), (Blanco & Rodríguez, 2012). 
En el presente caso de estudio, se emplea el rango termofílico de temperatura 
(55°C). 
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2. Inóculo: Debido a que el proceso de digestión anaerobia es complicado y necesita 
la existencia de diferentes grupos de microorganismos, el origen y naturaleza del 
inóculo presenta una clara influencia en la cinética del proceso y en los niveles de 
degradación resultantes (Gonçalves, 2013). Para la producción de hidrógeno se ha 
utilizado bacterias en cultivos puros y mixtos que, para el primer caso pertenecen 
a especies del género Clostridium y Enterobacter. En el caso de los cultivos 
mixtos, se suelen emplear bacterias de lodos anaerobios, lodos de plantas de 
tratamiento, compost y suelo (Blanco & Rodríguez, 2012). En el presente Trabajo 
Final de Máster, como inóculo se usó el efluente procedente de un reactor 
anaerobio termofílico de tanque agitado de 5 litros que opera en semicontinuo 
perteneciente al laboratorio de Tratamiento Biológico de Residuos (TBR) de la 
Universidad de Cádiz. 
3. Relación sustrato/microorganismos: Se ha observado un efecto positivo en la 
relación sustrato/microorganismos con la velocidad específica de obtención de 
gas ya que a mayor relación mayor velocidad específica. 
4. Medio de ensayo: Este medio debe dar a los microorganismos los elementos 
esenciales para su desarrollo. La escasez de alguno de estos elementos puede ser 
un factor limitante en el desarrollo de los microorganismos y, por tanto, falsear 
los resultados de biodegradabilidad obtenidos. La existencia de oligoelementos y 
vitaminas en el medio fomentan la producción de biogás y aumentan los niveles 
de biodegradación. Las vinazas y los lodos aportan todos los micro y 
macronutrientes necesarios para el proceso.  
5. Número de réplicas: Con el objetivo de alcanzar resultados fiables se aconseja 
realizar varias réplicas de cada condición ensayada. En el presente estudio se 
tendrán tres réplicas de cada tipo de muestra.  
6. Validación del ensayo: Se recomienda que en estos ensayos se lleve un control 
con una sustancia de referencia para verificar la actividad del inóculo utilizado 
(Gonçalves, 2013). En el presente trabajo se emplea un blanco como control del 
proceso formado por 60 mL de inóculo termofílico y 60 mL de agua destilada. 
7. pH del cultivo: Se trata de un factor primordial que interfiere en la actividad de 
las bacterias productoras de hidrógeno ya que influye en la actividad de la 
hidrogenasa (Blanco & Rodríguez, 2012). Algunos estudios que relacionan el 
efecto del pH con la producción de hidrógeno han determinado que el rango 
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óptimo para la generación de hidrógeno se encuentra entre 5 y 5,5 (Mohan et al., 
2007). 
3. Objetivos  
3.1. Objetivo general 
El objetivo global del presente trabajo es obtener biohidrógeno a partir de la co – digestión 
anaerobia ácida termofílica de lodos y vinazas.  
3.2. Objetivos específicos 
Los objetivos específicos que se segregan del objetivo general son: 
1. Optimizar la proporción de las mezclas de lodos y vinazas para el proceso de co 
– digestión en relación al rendimiento de hidrógeno. 
2. Comparar los rendimientos de hidrógeno alcanzados en la co – digestión frente a 
la monodigestión de los residuos individuales.  
4. Material y método experimental 
En este apartado se expone la metodología científica empleada para la ejecución del 
presente trabajo experimental, al igual que los equipos, materiales y técnicas utilizadas 
para la elaboración del mismo en los laboratorios de Tratamiento Biológico de Residuos 
(TBR) y Tratamiento de Aguas Residuales pertenecientes al Departamento de 
Tecnologías del Medio Ambiente de la Universidad de Cádiz.  
4.1. Metodología y plan de trabajo 
Para lograr los objetivos se sigue un plan de trabajo que consta de tres etapas que se 
detallan a continuación: 
4.1.1. Selección y caracterización de los residuos e inóculo 
En primer lugar, se lleva a cabo una caracterización físico – química por separado de los 
residuos (lodos de EDAR y vinazas) y del inóculo que se emplearon para la realización 
de este trabajo. Los lodos mixtos procedían de la EDAR Guadalete situada en Jerez de la 
Frontera y las vinazas de la empresa González – Byass, S.A. ubicada en la misma ciudad.  
Como inóculo se usó el efluente termofílico de un reactor perteneciente al laboratorio de 
Tratamiento Biológico de Residuos de la Universidad de Cádiz como se ha comentado en 
el apartado 2.4.2.  
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Los parámetros de caracterización utilizados fueron: concentración de materia orgánica 
total y disuelta (medida como demanda química de oxígeno total (DQOt) y soluble 
(DQOs)), sólidos totales (ST), sólidos volátiles (SV), pH y ácidos grasos volátiles (AGV). 
Los resultados de esta etapa se recogen en el apartado 5.1. de Resultados y Discusión. 
4.1.2. Caracterización de sustratos  
Seguidamente, se prepararon las diferentes mezclas de los sustratos que se emplearán en 
el desarrollo de los test de biodegradabilidad. Estas mezclas de sustratos están formados 
por lodos de EDAR y vinazas en diferentes proporciones (expresadas en 
Volumen/Volumen) según la siguiente nomenclatura (Tabla 1): 
Tabla 1: Nomenclatura y composición de los sustratos 
Nomenclatura Composición  
Sustrato A 100% Lodos – 0% Vinazas 
Sustrato B 75% Lodos – 25% Vinazas 
Sustrato C 50% Lodos – 50% Vinazas 
Sustrato D 25% Lodos – 75% Vinazas 
Sustrato E 0% Lodos – 100% Vinazas 
 
Inicialmente, con el objetivo de inhibir a las bacterias metanogénicas, el pH de cada uno 
de los sustratos fue ajustado entre los valores de 5 – 5,50 con hidróxido de sodio (NaOH) 
y ácido clorhídrico (HCl) según el pH ácido o básico de los residuos. Posteriormente, se 
realizó una caracterización físico – química de cada sustrato utilizando los parámetros 
mencionados en el apartado 4.1.1. 
Los resultados de esta etapa se observan en el apartado 5.2. de Resultados y Discusión. 
4.1.3. Desarrollo de los test de biodegradabilidad 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Cada ensayo estaba formado por 60 mL 
de inóculo y 60 mL de la mezcla de lodos y vinazas en diferentes proporciones 
(expresadas en Volumen/Volumen) según la siguiente nomenclatura (Tabla 2): 
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Tabla 2: Nomenclatura y composición de los ensayos 
Nomenclatura Composición  
Mezcla AI 60 mL inóculo + 60 mL sustrato A 
Mezcla BI 60 mL inóculo + 60 mL sustrato B 
Mezcla CI 60 mL inóculo + 60 mL sustrato C 
Mezcla DI 60 mL inóculo + 60 mL sustrato D 
Mezcla EI 60 mL inóculo + 60 mL sustrato E 
 
Además, se incorporó un blanco que se utilizó como control del proceso (denominado 
como mezcla I0) formado por 60 mL de inóculo termofílico y 60 mL de agua destilada. 
Primeramente, se volvió a realizar una caracterización físico – química igual que la de las 
etapas anteriores (apartado 4.1.1. y apartado 4.1.2.) para las mezclas con el inóculo 
añadido y para el blanco. 
Posteriormente, estos ensayos se mantuvieron en 18 botellas de vidrio de 250 mL de 
capacidad en una incubadora en régimen termofílico de temperatura (55°C) y agitación 
constante (Figura 3). Previamente, a cada una de las botellas se les pasó una corriente de 
nitrógeno para eliminar el oxígeno de las mismas. 
 
Figura 3: Preparación y conservación de los test de biodegradabilidad 
Fuente: Elaboración propia 
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Diariamente se midió la composición y volumen del gas, mediante la presión de cada 
botella. 
Los ensayos estuvieron operativos hasta que se dejó de producir hidrógeno, es decir, hasta 
que la producción diaria del mismo fue menor del 1%. Una vez alcanzada esta situación, 
se realizó una caracterización final del contenido de las botellas (DQOt, DQOs, ST, SV, 
pH y AGV).  
Los resultados de esta etapa se presentan en el apartado 5.3. de Resultados y Discusión. 
4.2. Técnicas analíticas empleadas 
Las técnicas analíticas empleadas en las diferentes etapas experimentales del presente 
trabajo pertenecen a los protocolos normalizados recogidos en los Métodos Estándar para 
el Análisis de Aguas Potables y Residuales (APHA; AWWA; WPCF; 1989). 
4.2.1. Demanda Química de Oxígeno (DQO) 
La medición de la Demanda Química de Oxígeno (DQO) se realizó inicialmente a los 
residuos y al inóculo por separado, a las mezclas de lodos y vinazas con y sin inóculo, al 
blanco y, en último lugar, a cada botella cuando finalizó el ensayo. 
4.2.1.1. Demanda Química de Oxígeno Total (DQOt) 
La determinación de este parámetro se ha llevado a cabo por espectrofotometría según el 
método colorimétrico normalizado 5200C de la APHA – AWWA – WPFC. 
Primeramente, se comprueba que los termo – reactores funcionen correctamente y se 
calientan en modo ∞ a una temperatura de 150°C. 
Para la elaboración del blanco se añaden 2,5 ml de agua destilada, 1,5 ml de dicromato 
potásico y 3,5 ml de ácido sulfúrico.  
En este caso concreto, hay que realizar una dilución 1:50 en un matraz de 250 ml. Por lo 
tanto, se cogen 5 ml de muestra y se enrasa con agua destilada. Luego se agitan y se 
extraen 2,5 ml para cada tubo de digestión que son tres para cada muestra. Para el blanco 
de los test de biodegradabilidad se realiza una dilución 1:25 en un matraz de 250 ml, por 
lo que se toman 10 ml de muestra, se enrasa y se sigue el mismo procedimiento descrito 
anteriormente.  
 Producción de hidrógeno mediante co – digestión de biosólidos 
y vinazas 
~ 24 ~ 
 
Habrá una disolución preparada de dicromato potásico (K2Cr2O7) y ácido sulfúrico 
(H2SO4) de las cuales se añaden 1,5 ml y 3,5 ml respectivamente en cada tubo de 
digestión. Posteriormente, se cierran los tubos y se dejan en los termo – reactores 
calentados previamente a 150°C durante 2 horas (Figura 4). 
 
Figura 4: Termo – reactores 
Fuente: Elaboración propia 
Una vez transcurridas las 2 horas, se dejan enfriar los tubos en un baño de aguas fría y se 
agitan. Por último, se determina la absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro 
a 585 nm frente al blanco preparado inicialmente (Figura 5). 
Los resultados de este parámetro se expresan como gramos de oxígeno necesarios para 
oxidar un litro de muestra. 
 
Figura 5: Espectrofotómetro VWR UV - 3100PC 
Fuente: Elaboración propia 
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4.2.1.1. Demanda Química de Oxígeno Soluble (DQOs) 
Su determinación se realiza por espectrofotometría según el método colorimétrico 
normalizado 5200C de la APHA – AWWA – WPFC. 
En este caso, la dilución que se emplea para la determinación de este parámetro depende 
del tipo de muestra que se trate. Para los lodos y la mezcla A, se realiza una dilución 1:5 
en un matraz de 50 ml por lo que se extraen 10 ml de muestra y se enrasa. Para la mezcla 
B y el blanco del test de biodegradabilidad se emplea una dilución 1:10 en un matraz de 
50 ml, extrayéndose 5 ml de muestra y enrasando. Para el inóculo, las mezclas B, C, D y 
E, las mezclas con el inóculo añadido y cuando ya no producen más hidrógeno se utiliza 
una dilución 1:25 en un matraz de 250 ml, por lo tanto, se toman 10 ml de muestra y se 
enrasa. 
Una vez que se han realizado todas las diluciones, se agitan las muestras y se toman 50 
ml de las mismas en tubos Falcon los cuales son agitados en una centrifugadora Ortoalresa 
Unicen 21 (Figura 6) durante 10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se extraen 2,5 
ml de muestra para cada tubo de digestión que son tres para cada muestra. Tras esto se 
sigue el mismo procedimiento explicado en el apartado 4.2.1.1. 
Los resultados de este parámetro, como en el caso anterior, se expresan como gramos de 
oxígeno necesarios para oxidar un litro de muestra. 
 
Figura 6: Centrífuga Ortoalresa Unicen 21 
Fuente: Elaboración propia 
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4.2.2. Sólidos totales (ST) y sólidos volátiles (SV) 
La determinación de los sólidos se realizó inicialmente a los residuos y al inóculo por 
separado, a los sustratos de lodos y vinazas sin inóculo, a las mezclas de lodos y vinazas 
una vez que se añadió el inóculo, al blanco y, en último lugar, a cada botella cuando 
finalizó el ensayo. 
La medición de los sólidos totales (ST) se llevó a cabo según el método normalizado 
2540B de la APHA – AWWA – WPFC, mediante gravimetría empleando una balanza 
autocalibrante OHAUS Explorer (Figura 7) la cual posee una precisión de 0,0001 
gramos. Para ello, en primer lugar se pesa el crisol (Figura 8) y, posteriormente, se pesa 
la cantidad de muestra que se añade. Una vez realizado esto, se dejan secar las muestras 
en una estufa de secado INDELAB (Figura 9) a 105°C durante 24 horas y una vez 
transcurrido este tiempo se vuelven a pesar. El incremento del peso en relación con el 
peso del crisol vacío determina los sólidos totales cuyo resultado se refleja como el 
porcentaje de sólidos totales sobre el total de la muestra mediante la siguiente fórmula: 
ST = (
(Peso muestra seca − peso crisol)
Peso muestra
) ∗ 100 
 
Figura 7: Balanza autocalibrante OHAUS Explorer 
Fuente: Instrulab, 2019 
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Figura 8: Crisoles 
Fuente: Chiarotti, 2019 
 
Figura 9: Estufa de secado INDELAB 
Fuente: Elaboración propia 
Para el caso de los sólidos volátiles (SV), se midieron por gravimetría según el método 
normalizado 2540E de la APHA – AWWA – WPFC mediante el residuo seco elaborado 
para los sólidos totales. Primeramente, el residuo seco de la medida anterior fue calcinado 
en un horno mufla Carbolite (Figura 10) a 550°C durante 2 horas y una vez transcurrido 
este tiempo se vuelven a pesar. La reducción del peso del crisol después de la incineración 
del residuo seco determina el valor de los sólidos volátiles cuyo resultado se refleja como 
el porcentaje de sólidos volátiles en relación a los sólidos totales a través de la siguiente 
fórmula: 
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SV = ST − ((
(Peso muestra calcinada − Peso crisol)
Peso muestra
) ∗ 100) 
 
Figura 10: Horno mufla Carbolite 
Fuente: Elaboración propia 
Estos parámetros se deben medir en el momento del inicio y del final del experimento 
con el objetivo de eludir la conservación de las muestras y, de esta forma, no cambiar los 
resultados de las medidas.  
4.2.3. pH 
Se empleó un pHmetro modelo SensiON+ PH1, preliminarmente calibrado con 
soluciones patrón a pH 4, 7 y 9 con un electrodo de vidrio, un sistema de referencia de 
Ag/AgCl normalizado y una sonda de compensación automática de temperatura, y de dos 
cifras decimales de precisión (Figura 11). 
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Figura 11: pHmetro sensiON+PH1 
Fuente: Elaboración propia 
La medida se llevó a cabo de manera directa según el método normalizado 4500B de la 
APHA – AWWA – WPFC, sumergiendo el electrodo de pH en la muestra 
homogeneizada. 
4.2.4. Ácidos Grasos Volátiles (AGV) 
Para la medición de este parámetro, en primer lugar se toma 25 ml de muestra y se enrasa 
hasta 50 ml en tubos Falcon de 50 ml. Posteriormente, estas muestras son centrifugadas 
en una centrífuga Ortoalresa Unicen 21 (Figura 6) durante 10 minutos. Una vez que las 
muestras han sido centrifugadas, se extraen 25 ml del sobrenadante en tubos Falcon los 
cuales son agitados de nuevo en las mismas condiciones anteriores. Después, se filtran 
las muestras en unos filtros de 0,22 μm para lo que se deben tomar entre 0,7 y 1 ml de 
muestra en tubos Eppendorf (Figura 12). 
 
Figura 12: Tubos Eppendorf 
Fuente: Elaboración propia 
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Por último, en un vial de cromatografía se añaden 0,5 ml de muestra filtrada, 0,4 ml de 
ácido ortofosfórico diluido y 0,1 ml de patrón interno (fenol, 579,2 ppm).  
La técnica empleada para esta medición es la cromatografía gaseosa, utilizando un 
cromatógrafo de gases Shimadzu GC – 2010 Plus (Figura 13). 
 
Figura 13: Cromatógrafo de gases Shimadzu GC – 2010 Plus 
Fuente: Elaboración propia 
En este equipo se cuantifican las áreas (mg/L) de 9 ácidos grasos volátiles que son los 
siguientes: acético, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, isocaproico, 
caproico y heptanoico.  
Las muestras se diluyeron en agua destilada en proporción 1:4. Los resultados que se 
muestran se refieren a las concentraciones de cada compuesto expresadas en gramos 
equivalentes de acético por litro. Los ácidos producidos mayoritariamente son acético, 
propiónico y butírico puesto que influyen de diferentes formas en la producción de 
hidrógeno. 
4.2.5. Producción de biogás 
La cuantificación de la producción de biogás en cada botella se realiza midiendo la 
presión de las mismas empleando un manómetro 5007 I.S. (Figura 14). Con esta presión 
se procede a calcular el volumen de gas generado a través de la Ley de los Gases Ideales. 
Este volumen se expresa en mililitros de hidrógeno generado por día. A partir de estos 
resultados se determina el volumen acumulado de hidrógeno.  
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Figura 14: Manómetro 5007 I.S. 
Fuente: Elaboración propia 
4.2.6. Composición del gas 
La composición del gas expresada como el porcentaje de hidrógeno (H2), oxígeno (O2), 
metano (CH4) y dióxido de carbono (CO2) se determina mediante cromatografía de gases 
empleando un cromatógrafo Shimadzu GC – 2010 (Figura 15). Se inyectan 0,25 ml de 
utilizando una jeringa Dynatech Gastight de 1 mL (Figura 16). El cromatógrafo 
proporciona las relaciones lineales entre la concentración de cada compuesto y las áreas 
de picos de estos.  
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Figura 15: Cromatrógrafo Shimadzu GC – 2010 
Fuente: Elaboración propia 
 
Figura 16: Jeringa Dynatech Gastight 
Fuente: García, 2013 
5. Resultados y discusión 
En este apartado se presentan los resultados más importantes obtenidos en las etapas de 
la metodología experimental: selección y caracterización de los residuos e inóculo y 
desarrollo de los test de biodegradabilidad anaerobia termofílica de las mezclas lodos de 
EDAR – vinazas. 
Hay que considerar que todas las medidas han sido realizadas por triplicado y aquí se 
presenta el valor medio de las medidas realizadas.  
5.1. Caracterización de los residuos e inóculo 
Como se comenta en el epígrafe 4.1.1. del apartado de Materiales y Métodos, en primer 
lugar se llevó a cabo una caracterización físico – química de los residuos a emplear (lodos 
mixtos de EDAR y vinazas) y del inóculo.  
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En la Tabla 3 y Figura 17 se exponen los resultados obtenidos de cada uno de los 
parámetros estudiados al inicio del ensayo para los residuos y el inóculo con sus 
respectivas desviaciones estándar. 
Tabla 3: Parámetros físico - químicos de los residuos e inóculo 
Parámetros  Inóculo  Lodos  Vinazas  
pH  5,39 5,39 5,32 
DQOt (gO2/L) 51,3±0,6 51,1±1,1 38,4±0,5 
DQOs (gO2/L) 31,5±1,4 6,3±0,04 38,1±1,0 
ST (g/L) 26,2±0,2 38,7±0,04 27,4±0,7 
SV (g/L) 19,2±0,1 32,5±0,1 18,2±1,0 
 
 
Figura 17: Concentración ácidos grasos volátiles de los residuos e inóculo 
En primer lugar, se observa como los tres valores de pH, ajustados previamente, son 
ácidos encontrándose dentro del rango óptimo para la generación de hidrógeno (5 – 5,50). 
En relación a los datos de DQO en los lodos, la DQO soluble del lodo es mucho menor 
que la DQO total, indicativo de una gran cantidad de material en suspensión. En cambio, 
en el caso de las vinazas, ambos valores son similares, dado que la mayor parte de la 
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la materia orgánica de las vinazas se encuentra mayoritariamente disuelta mientras que 
en los lodos es en forma particulada. 
Del análisis del contenido en AGV, se observa cómo ambos residuos presentan una mayor 
concentración de ácido acético, más acentuado en el caso de las vinazas debido al modo 
de elaboración de los vinos. Por otro lado, el inóculo presenta una alta concentración de 
ácido butírico y acético puesto que se trata de un inóculo que proviene del efluente de un 
reactor acidogénico (productor de hidrógeno) y dichos AGV son típicos de las primeras 
fases del proceso de digestión anaerobia. 
5.2. Caracterización de los sustratos 
Como se menciona en el epígrafe 4.1.2. del apartado de Materiales y Métodos, se realizó 
un análisis o caracterización físico – química de todos los sustratos antes de incorporarlos 
al digestor con el inóculo.  
En la Tabla 4 y Figura 18 se exponen los resultados obtenidos de cada uno de los 
parámetros estudiados para las mezclas sustratos utilizados en los ensayos BHP con sus 
respectivas desviaciones estándar. 
Tabla 4: Parámetros físico - químicos de los sustratos 
Parámetros Sustrato A Sustrato B Sustrato C Sustrato D Sustrato E 
pH 5,39 5,55 5,20 5,49 5,32 
DQOt 
(gO2/L) 
51,1±1,1 47,5±0,1 45,8±0,4 45,0±1,8 38,4±0,5 
DQOs 
(gO2/L) 
6,3±0,04 14,6±0,4 25,1±0,5 30,6±0,7 38,1±1,0 
ST (g/L) 38,7±0,04 35,5±0,3 32,5±0,7 24,2±0,3 27,4±0,7 
SV (g/L) 32,5±0,1 29,9±0,3 27,0±0,6 16,5±0,5 18,2±1,0 
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Figura 18: Concentración ácidos grasos volátiles de los sustratos 
Conviene recordar que los resultados de los sustratos A y E corresponden a los lodos y 
las vinazas respectivamente. 
Como se observa a través de los resultados obtenidos de cada parámetro, el pH de todos 
los sustratos se encuentra en el rango óptimo definido anteriormente para la producción 
de hidrógeno. Con respecto a los datos de DQO, se muestra como la DQO total es mayor 
en aquellos sustratos que presentan una mayor proporción de lodos debido a la carga 
orgánica que albergan este tipo de residuos, en cambio, los resultados de DQO soluble 
son mayores en los sustratos que poseen una mayor proporción de vinazas ya que este 
residuo tiene una mayor cantidad de materia soluble.  
En relación a los sólidos, se puede observar como el contenido de los ST y los SV 
disminuyen a medida que va a aumentando la proporción de vinazas.  
En último lugar, en relación a los AGV, se aprecia como la mayor concentración de estos 
ácidos es de acético en todos los casos siendo esta concentración mayor en los sustratos 
que poseen una proporción mayor de vinazas. 
5.3. Desarrollo de los test de biodegradabilidad 
Como se ha comentado en el apartado 4.1.3., se han realizado test de biodegradabilidad 
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físico – química de cada sustrato al inicio y al final del ensayo y se determinó la 
producción diaria de biogás y su composición. 
5.3.1. Caracterización físico – química de las mezclas 
Los resultados de la caracterización físico – química al inicio y al final del ensayo se 
muestra en la Tabla 5. 
Tabla 5: Parámetros físico - químicos de las mezclas 














Inicial  5,46±0,01 5,41±0,01 5,46±0,02 5,35±0,01 5,43±0,01 5,39±0,03 
Final  5,50±0,01 5,63±0,02 5,55±0,02 5,28±0,02 5,25±0,04 5,23±0,03 
DQOt 
(gO2/L) 
Inicial  24,0±0,4 51,8±0,6 54,0±0,6 52,9±0,5 52,5±3,0 49,7±1,3 
Final  26,3±1,9 47,3±1,5 46,5±0,9 46,1±0,5 41,3±0,4 40,5±0,3 
DQOs 
(gO2/L) 
Inicial  15,5±0,2 22,1±0,4 25,0±0,4 31,0±0,6 32,2±0,2 38,9±0,5 
Final  18,2±0,9 31,3±0,7 31,3±0,9 31,6±0,3 30,6±0,4 32,5±0,2 
ST (g/L) 
Inicial  12,2±0,2 31,7±0,1 29,9±0,01 28,7±0,3 27,3±0,1 26,7±0,1 
Final  10,4±0,2 24,8±0,1 23,1±0,1 22,4±0,2 19,7±0,2 15,4±1,4 
SV (g/L) 
Inicial  8,8±0,1 25,4±0,3 23,8±0,03 22,6±0,3 20,9±0,1 19,5±0,3 
Final  6,8±0,3 18,5±0,04 17,5±0,4 16,4±0,1 13,2±0,2 9,9±0,9 
AGV (g/L) 
Inicial  
Acético 1,0±0,04 1,0±0,04 1,2±0,04 1,3±0,04 1,4±0,04 1,6±0,04 
Propiónico 0,1±0,004 0,2±0,03 0,2±0,02 0,2±0,01 0,2±0,01 0,2±0,004 
Butírico 1,9±0,3 1,5±0,1 1,6±0,1 1,7±0,1 1,9±0,1 1,9±0,1 
Final  
Acético 1,5±0,04 3,2±0,1 2,4±0,1 1,8±0,004 1,8±0,03 1,2±0,04 
Propiónico 0,2±0,004 0,6±0,03 0,4±0,02 0,3±0,01 0,3±0,02 0,2±0,006 
Butírico  1,8±0,03 2,0±0,1 2,8±0,1 3,9±0,1 4,3±0,1 5,2±0,1 
 
La mezcla I0 indica que el inóculo está activo y es adecuado para el proceso que estamos 
analizando.  
En relación a los valores de pH, se produce un aumento del mismo al final del proceso 
manteniéndose todos los valores dentro del rango óptimo para el proceso acidogénico de 
producción de hidrógeno. Se puede decir que las vinazas (EI) son el sustrato que producirá 
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más biogás puesto que existe una relación directa entre la acidificación de las mezclas y 
la producción de hidrógeno (Zahedi, 2009).   
Observado los datos de DQO, los valores de DQO total disminuyen en todos los casos al 
final del ensayo, indicativo de que se está produciendo consumo de materia orgánica. En 
el caso de la DQO soluble, este parámetro experimenta un aumento al final del proceso 
en todas las mezclas que poseen un mayor porcentaje de lodos (AI y BI), indicativo de 
que se ha producido una mayor solubilización de la materia orgánica procedente del lodo. 
Sin embargo, en aquellas mezclas que poseen una mayor proporción de vinazas (DI y EI), 
los valores del parámetro disminuyen al final del ensayo dado que las vinazas son un 
residuo con una gran cantidad de materia orgánica soluble y ésta es fácilmente consumida 
por los microorganismos durante el proceso anaerobio. 
Con respecto a los valores de sólidos totales y volátiles, ambos disminuyen en todas las 
mezclas siendo esta disminución más o menos igual en todos los casos. A pesar de esta 
disminución, la mezcla AI (lodos 100%) es la que presenta una mayor concentración de 
sólidos totales al final del ensayo. Esta mayor concentración podría traducirse en una 
menor producción de hidrógeno dado que las altas concentraciones de sólidos totales 
agregan mayor materia orgánica y, consecuentemente, mayor cantidad de carbohidratos 
que pueden afectar al potencial de producción de hidrógeno (Tyagi, Angériz Campoy, 
Álvarez-Gallego, & Romero García, 2014).  
Por último, en relación con los AGV se puede observar como en casi todos los casos, se 
produce un aumento de los ácidos acético y butírico al final del ensayo, siendo reseñable 
el aumento del butírico en la mezcla EI (100% vinazas). Dicho incremento de los AGV 
es fruto de las primeras fases del proceso de digestión anaerobia (hidrólisis y 
acidogénesis) en las cuales, como se ha comentado anteriormente, las moléculas 
orgánicas complejas se degradan hasta AGV. Además, el aumento de estos ácidos 
muestra una mayor degradación de componentes orgánicos por este proceso de 
producción de hidrógeno (Silva, Oliveira, Mahler, & Bassin, 2017).  
Por otro lado, se ha encontrado una relación entre la concentración de butírico y la 
producción de hidrógeno. Así, Chen et al. (2004) analizaron que la mayor generación de 
hidrógeno se produce cuando el butírico es el ácido predominante (Luo, Xie, Zou, Wang, 
& Zhou, 2010), por lo que se puede suponer que la muestra con un 100% de vinazas 
(mezcla EI) será la que genere más hidrógeno. Analizando la concentración de ácido 
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propiónico, se identifica que la muestra con un 100% de lodos (mezcla AI) es la que 
presenta la mayor concentración del mismo al final del ensayo. Por lo tanto, es de esperar 
que dicha mezcla sea la que genere menos hidrógeno ya que el ácido propiónico inhibe 
la generación de este gas (Lovato et al., 2018) por consumir productos intermedios 
bioquímicos hidrogenados como el NADH (Redondas, 2013). En el resto de los casos, 
las cantidades varían en relación a las proporciones lodos – vinazas alimentadas.  
Para evaluar la biodegradabilidad en las muestras se utilizan como parámetros el 
porcentaje de eliminación de DQO total y soluble, el rendimiento de hidrólisis y el 
porcentaje de eliminación de sólidos totales y volátiles en cada momento, cuantificados 
mediante las siguientes expresiones matemáticas:  
Eliminación DQOt (%) = (
DQOto (mi) − DQOtf (mi)
DQOto(mi)
) ∗ 100 
Eliminación DQOs (%) = (
DQOso (mi) − DQOsf (mi)
DQOso(mi)
) ∗ 100 
Rendimiento de hidrólisis (%) = (
DQOsf (mi)
DQOto (mi)
) ∗ 100 
Siendo: 
 DQOto (mi): Valor de DQO total al inicio del ensayo de la muestra i 
 DQOtf (mi): Valor de DQO total al final del ensayo de la muestra i 
 DQOso (mi): Valor de DQO soluble al inicio del ensayo de la muestra i 
 DQOsf (mi): Valor de DQO soluble al final del ensayo de la muestra i 
Eliminación ST (%) = (
STo (mi) − STf (mi)
STo (mi)
) ∗ 100 
Eliminación SV (%) = (
SVo (mi) − SVf (mi)
SVo (mi)
) ∗ 100 
Siendo: 
 STo (mi): Concentración de sólidos totales al inicio del ensayo de la muestra i 
 STf (mi): Concentración de sólidos totales al final del ensayo de la muestra i 
 SVo (mi): Concentración de sólidos volátiles al inicio del ensayo de la muestra i 
 SVf (mi): Concentración de sólidos volátiles al final del ensayo de la muestra i 
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En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de cada uno de los diferentes 
porcentajes anteriores para cada mezcla estudiada (Tabla 6). 
Tabla 6: Porcentajes de eliminación 
 Mezcla I0 Mezcla AI Mezcla BI Mezcla CI Mezcla DI Mezcla EI 
Eliminación 
DQOt (%) 
-10 9 14 13 21 19 
Eliminación 
DQOs (%) 




76 60 58 60 58 65 
Eliminación 
ST (%) 
14 22 23 22 28 42 
Eliminación 
SV (%) 
23 27 27 27 37 49 
 
Si se analizan los diferentes parámetros, exceptuando el control (inóculo), se muestra 
como el porcentaje de eliminación de DQOt se encuentra entre el 9 y el 21% y que el 
porcentaje de eliminación de DQOs es negativo en aquellas mezclas con una mayor 
proporción de lodos ya que la materia orgánica se hidroliza y, por lo tanto, hay más 
materia soluble que al inicio del ensayo. Ambos porcentajes presentan valores más altos 
en las mezclas que contienen una mayor proporción de vinazas (DI y EI).  
Analizando los rendimientos de hidrólisis, se observa como todas las mezclas tienen 
valores próximos, siendo la mezcla que contiene un 100% de vinazas (mezcla EI) la que 
posee el mejor rendimiento.  
En relación con los porcentajes de eliminación de ST y SV, se observa como estos son 
mayores en las mezclas DI y EI las cuales son las que tienen un mayor contenido en 
vinazas.  
De los resultados obtenidos se puede concluir que la adición de vinaza mejora la 
biodegradabilidad anaerobia del lodo.  
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5.3.2. Biogás 
Seguidamente, se expone la gráfica de la producción acumulada y el potencial de 
generación de hidrógeno para cada mezcla con sus respectivas desviaciones estándar 
(Figura 19 y Figura 20). 
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Figura 20: Potencial de producción de hidrógeno 
Las figuras anteriores (Figura 19 y Figura 20) ponen de manifiesto la relación entre la 
cantidad de vinazas en las muestras y la generación de hidrógeno. Así, la mezcla EI (100% 
vinazas) es la que más hidrógeno produce durante el ensayo y la que mayor potencial de 
generación del mismo posee, y la mezcla AI (100% lodos) es la que menos hidrógeno 
genera y la que menor potencial tiene. Con esto se confirma la relación existente entre la 
producción de hidrógeno y los parámetros analizados en la caracterización físico – 
química de las mezclas ya que la mezcla EI al final del ensayo tiene un pH más ácido, 
menor contenido de sólidos totales, mayor concentración de ácido butírico, menor 
concentración de ácido propiónico y un mayor rendimiento de hidrólisis lo que favorece 
la producción de hidrógeno como se ha comentado anteriormente. En cambio, la mezcla 
AI presenta todas las características contrarias a la mezcla EI por lo que se produce una 
inhibición en la generación de hidrógeno. Analizando las mezclas restantes (BI, CI y DI), 
se puede ver como todas presentan una tendencia similar a la mezcla EI en la producción 
y potencial de generación de hidrógeno pero con unos valores menores lo que pone de 
manifiesto una de las principales ventajas del proceso de co – digestión que es usar la 
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La co – digestión de lodos y vinazas presenta mejores producciones de hidrógeno que la 
mono digestión de lodos en cualquiera de las proporciones ensayadas siendo el 
incremento mayor cuanto mayor sea el contenido de vinaza en la mezcla.  
6. Conclusiones 
Una vez acabado el presente estudio, se presentan las principales conclusiones las cuales 
responden a los objetivos planteados inicialmente. 
1. La proporción de mezcla que posee la mayor producción de hidrógeno es la que 
contiene un 100% de vinazas (mezcla EI).  
2. La mezcla que generó menos hidrógeno fue la que contiene un 100% de lodos 
(mezcla AI). 
3. El resto de mezclas (BI, CI y DI) presentan una alta producción de hidrógeno pero 
sin llegar a los valores de la mezcla EI lo que corrobora una de las principales 
ventajas del proceso de co – digestión que es emplear la sinergia de las mezclas y 
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